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ANÁLISE DE RECETORES DE SUPERFÍCIE EM LINFÓCITOS DE PACIENTES CANINOS 
COM LINFOMA B 
 
O linfoma canino constitui uma das neoplasias malignas mais frequentemente diagnosticada em 
cães, tendo normalmente origem em células B. 
Atualmente utiliza-se a quimioterapia como forma de tratamento desta patologia, mas a 
resistência aos fármacos anti-neoplásicos e a toxicidade destes, revela a necessidade de 
desenvolvimento de outras formas de tratamento, como a imunoterapia. 
Com o objetivo de validar alvos potenciais para imunoterapia do linfoma B canino, foi avaliada, 
através de Western Blot, a expressão proteica dos recetores CD20 e de CD19 de células 
primárias de linfoma canino. Para tal, foram utilizadas amostras de linfonodos de 20 animais 
com linfoma recolhidas no Hospital Escolar da FMV-ULisboa, e de 2 animais de controlo, sem 
linfoma. 
Durante a preparação das amostras, as células foram lisadas com o reagente RIPA para 
extração da proteína total, que foi posteriormente quantificada através do método de Bradford. 
Os resultados obtidos demostraram uma elevada expressão de CD20 em células primárias de 
linfoma B canino do biobanco e em CLBL-1 (linha estável de linfoma canino). Por outro lado, a 
avaliação da expressão do recetor CD19 não foi conclusiva. Foi também utilizada com sucesso 
a avaliação de potenciais alvos para imunoterapia através da técnica de Western Blot e deteção 
com um soro policlonal derivado de coelhos imunizados com células primárias de linfoma B 
canino. 
Estes resultados confirmam que tal como no Homem, no cão o CD20 é expresso 
particularmente em situações de linfoma B, validando este marcador como alvo potencial para 
imunoterapia. Ademais, foi igualmente possível demonstrar a identificação de outras proteínas 
no extrato proteico das células dos casos clínicos com o soro policlonal do coelho, podendo 
estas corresponder a recetores potenciais que poderiam ser usados como alvos terapêuticos ou 
como biomarcador / diagnóstico. 
 






ANALYSIS OF SURFACE RECEPTORS IN LYMPHOCYTES OF CANINE PATIENTS WITH B 
CELL LYMPHOMA 
 
Canine lymphoma is one of the most frequently diagnosed malignancies in dogs, usually 
originating from B cells. 
Chemotherapy is currently used as a treatment for this pathology, but the resistance to anti-
neoplastic agents and the toxicity produced by these drugs, reveals the need to develop other 
forms of treatment, such as immunotherapy. 
In order to validate potential targets for canine B cell lymphoma immunotherapy, the proteic 
expression of CD20 and CD19 receptors of primary canine lymphoma cells was evaluated 
through Western Blot. For this purpose, lymph node samples from 20 animals with lymphoma 
collected at FMV-ULisboa School Hospital and 2 from control animals, without lymphoma, were 
used. 
During sample preparation, the cells were lysed with the RIPA reagent to extract the total 
protein, which was further quantified by the Bradford method. 
The results obtained demonstrated a high expression of CD20 in primary canine B-cell 
lymphoma cells from the biobank and in CLBL-1 (stable line of canine lymphoma). On the other 
hand, the evaluation of CD19 receptor expression was not conclusive. The evaluation of 
potential targets for immunotherapy using the Western blot technique and detection with a 
polyclonal serum derived from rabbits immunized with primary canine B lymphoma cells was 
also successfully used. 
These results confirm that as in humans, in the dog the CD20 is expressed particularly in 
situations of B cell lymphoma, validating this marker as a potential target for immunotherapy. In 
addition, it was also possible to demonstrate the identification of other proteins in the protein 
extract of the cells of the clinical cases with the rabbit polyclonal serum, which could correspond 
to potential receptors that could be used as therapeutic targets or as a biomarker / diagnosis. 
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Capítulo I - Descrição das atividades de estágio 
 
O estágio curricular requerido para obtenção do grau de Mestre em Medicina Veterinária foi 
dividido em duas componentes distintas, embora se possa definir em 3 momentos. 
Iniciei o estágio de fim de curso no Laboratório de Virologia/Imunologia e Farmacologia da 
Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa, no período entre 5 de Setembro 
de 2016 a 4 de novembro de 2016, no qual estive inserida num projeto de investigação, em 
colaboração com o doutoramento da Dra. Joana Dias (FMV-UL), no âmbito da Imunoterapia do 
Linfoma B canino. Foram cerca de 40 dias, perfazendo em conjunto na ordem de 328 horas. Ao 
longo desses dois meses em que estive a estagiar no laboratório tive a oportunidade de 
aprender várias técnicas laboratoriais, entre elas, o Western Blot, o SDS-PAGE, a extração e a 
determinação da concentração de proteínas, e a coloração de géis. Desenvolvi também a 
minha capacidade de comunicação através das várias apresentações que concretizei nas 
reuniões de laboratório, e apurei o espírito crítico durante a resolução de problemas que 
surgiram no decorrer das experiências efetuadas. 
De seguida, numa segunda parte, na área clinica, estagiei três meses, em média 8 horas por 
dia ou mais aos fins de semana, no Hospital VetOeiras - Hospital Veterinário Central da Linha 
de Cascais, onde tive a oportunidade de participar em consultas, cirurgias, auxiliar no 
Internamento e na realização de exames imagiológicos. 
No total assisti a cerca de 370 casos, na sua maioria de cães e gatos, à exceção de alguns 
animais exóticos, particularmente os coelhos. 
A área em que desempenhei mais funções foi a de internamento, na qual ajudava a administrar 
medicações e fluidoterapia, a realizar o exame físico dos animais, a recolher amostras para 
exames complementares de diagnóstico, e a executar hemogramas, bioquímicas, urianálises, 
ionogramas, citologias, entre outras análises. Para além disso ainda auxiliei na medição de 
insulina e corpos cetónicos, na medição da pressão arterial, na mudança de pensos e limpeza 
de feridas, bem como, na contenção, alimentação e bem-estar dos animais internados, 
nomeadamente na limpeza das boxes. 
Adicionalmente presenciei diversos exames de raio-x, ecografias abdominais, ecocardiografias, 
radiografias dentárias e endoscopias, entre outros exames imagiológicos. 
Em relação às consultas em que participei e em que ajudei no exame físico do animal, na 
preparação da medicação, na contenção, na aplicação de microchips e vacinas, a maior parte 
foram de medicina preventiva, seguidas de oftalmologia, de medicina interna, oncologia e 
ortopedia. Tive igualmente a oportunidade de colaborar em algumas sessões de fisioterapia, 
onde era realizada eletroestimulação, terapia com ultrassons e laser, e hidroterapia numa 
passadeira aquática. 
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Na área de cirurgia, auxiliei na preparação de vários animais, efetuando a tosquia, a assepsia 
do local da intervenção cirúrgica, assim como, a pré-medicação. Tendo observado e participado 
como ajudante do cirurgião em cirurgias de oftalmologia, de ortopedia, de odontologia, e em 
esterilizações e castrações. Além de ter assistido também a uma formação de anestesia de 
forma a obter mais conhecimentos nesta área. 
De modo a presenciar e a recolher casos de linfoma B canino, assim como compreender qual a 
realidade da medicina veterinária no Reino Unido, surgiu a oportunidade de realizar um estágio 
de pouco mais de duas semanas no mês de Março de 2017 no Departamento de Oncologia do 
“Queen’s Veterinary School Hospital” em Cambridge. Embora me concedessem a possibilidade 
de estagiar por um período de 8 a 10 semanas em todos os departamentos do hospital, só pude 
concretizar, por razões de índole pessoal, o estágio nos serviços de Oncologia. Ao longo das 
duas semanas de estágio assisti a consultas, a sessões de radioterapia e quimioterapia, a 
ressonâncias magnéticas e a tomografias axiais computorizadas entre outros exames 
complementares de diagnóstico. No total, acompanhei 46 casos de cães e gatos, que 
consistiam em carcinomas, adenocarcinomas, melanomas, sarcomas, linfomas, mastocitomas, 
tumores cerebrais, pulmonares e vesicais, leucemias, osteossarcomas e hemangiossarcomas. 
Na tabela 1 estão descritos os 4 casos clínicos de linfoma B canino observados ao longo do 
estágio em Cambridge. Infelizmente não pude recolher informação muito detalhada destes 
casos porque o pouco tempo que permaneci em Cambridge conduziu à assistência de uma 
maior diversidade de casos de Oncologia, ainda que com prejuízo para o acompanhamento 
detalhado dos casos clínicos referidos. Foi o balanceamento possível, de modo a aproveitar da 
















Tabela 1: Descrição dos casos clínicos de linfoma B canino recolhidos no “Queen’s Veterinary 
School Hospital” em Cambridge. 
Nome Ted Monty Belle Smith Frank Rees 
Idade  2 Anos e 8 meses 12 Anos e 6 meses 2 Anos e 9 meses 
Sexo Macho Macho castrado Fêmea esterilizada Macho castrado 































































Capítulo II – Introdução 
 
Enquadramento geral e motivação 
Os cães (Canis lupus familiaris) são decerto um dos animais de estimação mais populares em 
todo o mundo e talvez, como alguns sugerem, o mais antigo animal domesticado pelo ser 
humano, considerado até como o melhor amigo do homem. São verdadeiros animais sociais 
dotados de capacidades que lhes permitem desempenhar tarefas específicas, bem para além 
de um mero animal de companhia1, sendo referidos por muitos como o animal com maior 
capacidade de empatia para connosco, porque são capazes de entender os sentimentos e 
emoções de humanos (donos ou próximos) melhor que qualquer outro animal. 
Efetivamente o mundo canino fascina-me, e dado que a prevalência de neoplasias em canídeos 
tem vindo a aumentar, isto motivou-me a participar num projeto de investigação no âmbito da 
Oncologia Veterinária. 
O diagnóstico do cancro parece, sem prejuízo de melhores resultados, suficientemente 
desenvolvido para se conhecer fortes evidências nomeadamente em exames imagiológicos, 
análises histopatológicas, análises sanguíneas entre outras. Contudo, o sucesso do tratamento 
pode depender de muitas variáveis, como por exemplo da doença e do estádio da mesma, 
assim como, do tipo de terapêutica utilizada e da sua eficácia. Por esses factos, tal evidência 
levou-me a orientar o esforço da investigação para o tratamento, em particular a imunoterapia, 
uma vez que esta oferece perspetivas muito interessantes de desenvolvimentos futuros, 
nomeadamente em medicina humana, porque permite localizar e eliminar as células malignas, 
não afetando as células de tecidos normais (Guth & Dow, 2013). 
As dúvidas do que pretendia investigar ficaram dissipadas com a constatação de que em 
Oncologia tem sido reconhecida a relevância do cão como modelo para o homem, visto que os 
cancros que ocorrem naturalmente em ambos podem apresentar o mesmo comportamento 
biológico, alvos moleculares, genética, forma histológica e resposta ao tratamento. Deste modo, 
estes animais podem contribuir de forma muito importante para o desenvolvimento de novos 
tratamentos contra o cancro (Paoloni & Khanna, 2008). 
Estes estudos estão integrados numa ciência denominada Oncologia Comparada, e 
possibilitam a investigação da epidemiologia, genética, etc. do cancro. Desta forma, as 
descobertas científicas da medicina humana e veterinária podem ser combinadas de forma a 
descobrir novos tratamentos que possam beneficiar ambas (Schiffman & Breen, 2015). 
Realça-se, que na investigação científica, a escolha da espécie canina para realizar a 
translação de novos tratamentos para os humanos resulta do facto de existirem bastantes 
                                                          
1 O cão pode ser treinado para busca e salvamento, para guias de invisuais e de pessoas com autismo, epilepsia, entre outros. 
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semelhanças a nível de fisiologia e anatomia entre ambos, mas também por existirem um 
grande número de cães diagnosticados com cancro (Paoloni & Khanna, 2008). Outros 
argumentos prendem-se com o facto dos cães, como animais de estimação, fazerem parte do 
ambiente humano, sendo os fatores de risco ambientais semelhantes. Além disso, nos estudos 
com animais a regulamentação é menos exigente, autorizando a amostragem de tumores em 
série. Acresce que, o mapeamento genético efetuado em determinadas raças de cães 
proporciona a deteção dos genes com predisposição para o linfoma, e a reduzida esperança 
média de vida nestes animais comparativamente ao homem, possibilita uma duração dos 
estudos de investigação significativamente mais curta (Parker et al., 2004; Richards & Suter, 
2015). 
No futuro, e em parte sobretudo pelo referido, é expectável que os animais de companhia sejam 
considerados essenciais no processo de desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez 
que o gradual acesso a bancos caninos de tumores irá rapidamente possibilitar o 
reconhecimento de alvos tumorais. Portanto, crê-se que a formação de mais equipas de 
investigação dispostas a realizar estudos cujos resultados possam ser transferidos para 
medicina humana, vai permitir melhorar os cuidados de saúde disponibilizados a humanos e 
cães com cancro (Paoloni & Khanna, 2008). 
 
Estrutura do trabalho 
A dissertação será desenvolvida ao longo de 6 capítulos. No 1º capítulo estão descritas as 
atividades de estágio, no 2º capítulo é feita a introdução, no 3º capítulo é elaborada a revisão 
bibliográfica do linfoma B canino nomeadamente caraterização, diagnóstico, tratamento, 
prognóstico e relevância da imunoterapia. Os capítulos 4 e 5 são a essência da investigação 
laboratorial em que respetivamente no 4º capítulo é relatada a metodologia científica e no 5º 
capítulo são apresentados os resultados e a sua discussão. 
Finalmente, no capítulo 6, termina-se com a conclusão e perspetivas futuras em que se procura 
dar relevância à possibilidade de continuidade do estudo desenvolvido. 
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Capítulo III - Revisão bibliográfica sobre o linfoma B canino 
 
O estudo do linfoma é de extrema importância, dado que se trata do tumor maligno mais 
frequente nos cães, sendo que aproximadamente 70% derivam de células B (Modiano et al., 
2005). Estes linfomas têm origem em células linforeticulares, e surgem normalmente nos 
tecidos linfóides como os linfonodos e baço, contudo têm a capacidade de surgir em qualquer 
tecido do corpo. 
O linfoma canino é muito semelhante ao linfoma não-Hodgkin humano, em termos de 
apresentação clínica, biologia molecular, tratamento e resposta ao mesmo, e em ambos os 
linfomas o número de casos tem aumentado nas últimas décadas (Cartwright et al., 1999; Merlo 
et al., 2008; Vail & MacEwen, 2000; Vail, Pinkerton & Young, 2013). Todos estes fatores 
juntamente com um pool genético reduzido nos cães, um genoma já sequenciado e a adesão 
da parte dos donos ao tratamento, tornam o linfoma nestes animais num bom modelo de estudo 
para o linfoma não-Hodgkin dos humanos (Zandvliet, 2016). 
 
1. Epidemiologia 
Todas as raças podem apresentar esta doença, mas os cães de porte médio a grande são os 
mais afetados, pela sua maior susceptibilidade genética (Edwards, Henley, Harding, Dobson & 
Wood, 2003; Villamil et al., 2009). Algumas das raças de cães mais afetadas pelo linfoma B são 
o Scottish Terrier, Basset Hound, Doberman Pinscher, Border Collie e o Cavalier King Charles 
Spaniel (Modiano et al., 2005; Teske, de Vos, Egberink & Vos, 1994a; Villamil et al., 2009). 
A taxa de incidência anual mínima estimada de linfoma de células B é de 13-114 casos por 
cada 100 000 cães (Dobson, Samuel, Milstein, Rogers & Wood, 2002), sendo que esta aumenta 
com a idade do animal, atingindo maioritariamente animais de meia-idade a idosos (Zandvliet, 
2016). No entanto, apesar de não existirem diferenças óbvias de predisposição entre machos e 
fêmeas, estas últimas aparentam ter menor risco de desenvolver a doença se não forem 
esterilizadas (Villamil et al., 2009). No caso específico do Golden Retriever e do Vizla, a 
realização da esterilização antes do primeiro ano de idade pode aumentar este risco (Torres de 
la Riva et al., 2013; Zink et al., 2014), o que não acontece no Labrador Retriever (Hart, Hart, 







A etiologia do linfoma canino é multifatorial. Os animais que vivem em áreas industriais, 
poluídas, com radiação, perto de incineradores de lixo, que estejam expostos a químicos ou a 
campos magnéticos, manifestam um risco acrescido de desenvolver linfoma (Gavazza, 
Presciuttini, Barale, Lubas & Gugliucci, 2001; Marconato et al., 2009; Pastor et al., 2009; Reif, 
Lower & Ogilvie, 1995; Takashima-Uebelhoer et al., 2012). 
Tem sido possível constatar também, que o linfoma canino à semelhança do linfoma humano 
detém irregularidades genéticas específicas, todavia esta informação em medicina veterinária é 
ainda limitada (Elvers et al., 2015; Frantz et al., 2013; Kluin & Schuuring, 2011; Richards et al., 
2013). Como aberrações cromossómicas mais frequentes foram identificadas um ganho do 
cromossoma 13 e 31 e uma perda do cromossoma 14 (Thomas, Smith, Ostrander, Galibert & 
Breen, 2003), tendo sido igualmente demonstrado que a trissomia do cromossoma 13 permitia 
que a duração da primeira remissão e tempo de sobrevivência aumentasse, influenciando desta 
forma o prognóstico do animal (Hahn, Richardson, Hahn & Chrisman, 1994). 
Deficiências na reparação do ADN (Thamm et al., 2013), alterações no gene tumoral supressor 
p53 (Nasir & Argyle, 1999; Setoguchi et al., 2001; Sokolowska, Cywinska & Malicka, 2005; 
Sueiro, Alessi & Vassallo, 2004; Veldhoen, Stewart, Brown & Milner, 1998), hipometilação de 
ADN (Pelham, Irwin & Kay, 2003), assim como um aumento da expressão do gene no qual atua 
o NF-kB2, que controla a proliferação celular e a apoptose (Mudaliar et al., 2013; Richards et al., 
2013), entre outras alterações, foram relatadas no linfoma humano, assim como no canino. 
Existe também um risco hereditário, porque raças distintas apresentam diferente prevalência 
desta doença, como referido anteriormente (Modiano et al., 2005). 
Embora tenha sido detetada serologicamente uma infecção pelo vírus Epstein-Barr em vários 
casos de linfoma canino, continua a ser necessária mais investigação antes de se poder aceitar 
como causa viral (Chiou, Chow, Yang, Chiang & Lin, 2005; Huang et al., 2012; Milman, Smith & 
Erles, 2011). 
Importa também referir que alterações do sistema imunitário do cão, como doenças 
imunomediadas, aumentam o risco de desenvolver linfoma (Foster, Sturgess, Gould, Iwasaki & 
Day, 2000; Keller, 1992), existindo um caso de um cão que desenvolveu linfoma depois de um 





                                                          
2 Fator nuclear kappa B faz parte da via de sinalização pró-inflamatória. 
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3. Classificação 
A classificação do linfoma pode ser realizada segundo os critérios histológicos, as 
características imunofenotípicas e a localização anatómica. 
 
3.1. Classificação anatómica 
Esta forma de classificação permite categorizar os linfomas em generalizado (ou multicêntrico), 
digestivo (ou gastrointestinal), tímico (ou mediastínico), cutâneo e outros, conforme a 
localização anatómica dos órgãos afetados (tabela 2). 
O linfoma multicêntrico é a forma clínica mais comum de linfoma canino, representando cerca 
de 80% dos casos, sendo caraterizado pela presença de linfadenopatia superficial (figura 1) 
(Ponce et al., 2010; Vail et al., 2013; Vezzali, Parodi, Marcato & Bettini, 2009). Este tipo de 
linfoma atinge os linfonodos periféricos e possui cinco estádios definidos pela Organização 
Mundial de Saúde (OMS) (tabela 3) (Owen, 1980). 
Outras formas clínicas extranodais, tais como o linfoma hepático (Dank et al., 2011) e cutâneo 
(Day, 1995), têm maioritariamente origem nas células T, à semelhança do linfoma mediastínico 
(Day, 1997) e gastrointestinal (Steinberg, Dubielzig, Thomson & Dzata, 1995). 
O linfoma primário ocular é geralmente de células B, estando normalmente associado a uveíte 
secundária (Massa, Gilger, Miller & Davidson, 2002). Ao contrário do linfoma ocular que ocorre 
raramente, o linfoma pulmonar é frequente, e pode ser primário ou secundário a qualquer forma 
de linfoma canino (Yohn et al., 1994). 
As formas atípicas de linfoma foram descritas como oral (Ito et al., 2007), nasal (Kaldrymidou et 
al., 2000), coanal (Shankel, 2005), vertebral (Lamagna, Lamagna, Meomartino, Paciello & 
Fatone, 2006; Vascellari et al., 2007), esquelética (Dhaliwal, Reed & Kitchell, 2001), do músculo 
esquelético (Takeuchi et al., 2010), da membrana sinovial (Lahmers et al., 2002), adrenal 
(Labelle & De Cock, 2005), renal (Durno, Webb, Gauthier & Bienzle, 2011), da bexiga (Kessler, 
Kandel-Tschiederer, Pfleghaar, & Tassani-Prell, 2008), uterina (Ko, Kim, Han & Do, 2013), 
prostática (Assim, Baldi, Citro & Spugnini, 2008; Winter, Locke & Penninck, 2006), cardíaca e 


















Tabela 3: Estádios segundo a Organização Mundial de Saúde (Owen, 1980). 
Estádio  
I Um único linfonodo afetado ou apenas o tecido linfóide de um órgão afetado2 
II Vários linfonodos afetados numa determinada área do corpo (± tonsilas) 
III Linfadenopatia não dolorosa, difundida pelo corpo do animal 
IV Envolvimento do fígado e baço (± estádio I-III) 
V Envolvimento do sangue e/ou medula óssea entre outros órgãos (± estádios I-IV) 
2Com exceção da medula óssea. 
 
Sub-estádio  
a Ausência de sinais sistémicos 
b Presença de sinais sistémicos (febre, perda de peso ou hipercalcémia) 
 
 
3.2. Apresentação clínica 
Os sinais clínicos mais frequentes são linfadenomegália generalizada, anemia, caquexia, 
letargia, anorexia, poliúria/polidipsia, febre, vómito, diarreia, melena e dispneia (Vail & Thamm, 
2005; Vail et al., 2013). 
Como síndromes paraneoplásicas podem ocorrer doenças imunomediadas como por exemplo, 
a anemia hemolítica imunomediada (Day, 1996), trombocitopénia imunomediada (Keller, 1992), 
e polimiosite (Evans, Levesque & Shelton, 2004). A hipercalcémia ocorre muito raramente nos 
casos de linfoma B (Messinger, Windham & Ward, 2009), ao contrário da gamopatia monoclonal 
que é mais frequente (Giraudel, Pages & Guelfi, 2002; Seelig, Perry, Zaks, Avery & Avery, 2011; 





Figura 1: Cão com linfadenopatia submandibular evidente, resultante de linfoma multicêntrico 
(Vail et al., 2013). 
-  
 
3.3. Classificação citológica, histológica e imunofenotípica 
O sistema de classificação do National Cancer Institute (NCI) e o sistema de Kiel (tabela 4) 
foram ajustados ao linfoma canino a partir do linfoma não-Hodgkin humano, de modo a poder 
classificar os diversos tipos de linfoma, com base nas características morfológicas e 
imunofenotípicas das células linfóides que os constituem (Ettinger, 2003; Morris & Dobson, 
2001; Vail et al., 2013). 
A classificação de Kiel atualizada permite classificar linfomas segundo o fenótipo imunológico 
(células B ou T), a morfologia (centroblástico, centrocítico ou imunoblástico) e o padrão 
arquitetural do tumor (difuso e folicular). Por seu lado no NCI Working Formulation não é 
possível categorizar o fenótipo imunológico, mas apenas o padrão difuso ou folicular do tumor e 
o tipo de células (grandes células, pequenas células edentadas, imunoblástico). 
Os tumores podem ser classificados como linfomas de baixo grau, grau intermédio e alto grau 
de malignidade em ambos os sistemas. Os linfomas de alto grau possuem um índice mitótico 
elevado, e tem maior probabilidade de responder inicialmente à quimioterapia, sendo os mais 
comuns. Ao contrário dos de baixo grau, os menos comuns (5.3% a 29%), que são constituídos 
por células pequenas com um índice mitótico baixo, e progridem lentamente (Flood-Knapik et 
al., 2013; Valli, Vernau, de Lorimier, Graham & Moore, 2006). 
Além disso, foi divulgado pela OMS, um outro sistema, que integrava características 
histológicas, imunofenotípicas e anatómicas (tabela 5). De acordo com este sistema, o linfoma 
difuso de grandes células B é a forma de linfoma canino mais frequente (54%) (Carter, Valli & 
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Lumsden, 1986; Harris et al., 1999; Valli et al., 2011; Valli, Kass, San Myint & Scott, 2013; 
Vezzali et al., 2009). 
Relativamente ao imunofenótipo parece existir uma diferença entre raças, nomeadamente o 
Cocker Spaniel e o Doberman Pinscher que apresentam maior probabilidade de desenvolver 
linfoma B, enquanto o Golden Retriever apresenta igual probabilidade de desenvolver linfoma B 
ou T, ao contrário do Boxer que é mais propenso a desenvolver linfoma T (Modiano et al., 
2005). 
 
Tabela 4: Sistema de classificação de Kiel. Adaptado de Ettinger (2003). 






Linfoblástico de células B 
Linfoblástico de células T 
Imunoblástico 
 
Tabela 5: Classificação das neoplasias das células B segundo a Organização Mundial de 
Saúde. Adaptado de Vail et al. (2013). 
Neoplasias das células B 
Leucemia/linfoma linfoblástico de células B percursoras 
Leucemia linfocítica crónica de células B / Linfoma linfocítico de pequenas células 
Linfoma linfocítico de tipo intermédio 
Linfoma linfoplasmocítico 
Linfoma de células do manto 
Linfoma folicular de células centrais 
Linfoma da zona marginal 
Mieloma de células plasmáticas/Plasmocitoma 
Linfoma difuso de grandes células B 
Linfoma de células B rico em células T 
Linfoma imunoblástico de grandes células 
Linfoma mediastínico (tímico) de grandes células B 
Linfoma/leucemia de Burkitt 
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4. Diagnóstico 
O ideal será começar pela anamnese, depois realizar o exame físico, seguindo-se a recolha de 
sangue e a punção aspirativa com agulha fina (PAAF) dos linfonodos, e só se necessário 
também a recolha de medula óssea (Vail et al., 2010). 
 
4.1. Exame físico 
Este exame deve incluir a palpação de todos os linfonodos acessíveis e um exame retal, uma 
vez que os animais afetados poderão ter aglomerados de linfócitos neoplásicos na forma de 
pólipos. A observação das mucosas constitui também uma parte importante do exame, pois 
podem apresentar anemia, icterícia, petéquias e ulceração, indicativos de patologias 
subjacentes como a anemia, trombocitopénia, urémia entre outras (Vail et al., 2013). 
Durante a palpação abdominal pode-se suspeitar de organomegália, espessamento das 
paredes intestinais, ou linfadenopatia mesentérica, enquanto na auscultação torácica é possível 
suspeitar de uma efusão pleural ou de uma massa mediastínica (Vail et al., 2013). 
Por último, não deve ser esquecido o exame ocular porque os animais com linfoma podem 
apresentar uveíte, hemorragia ou infiltração ocular (Massa et al., 2002; Vail et al., 2013). 
 
4.2. Alterações laboratoriais 
A maioria dos animais com linfoma pode apresentar anemia, geralmente normocrómica e 
normocítica (não regenerativa), contudo a anemia também pode ser regenerativa e 
subsequente a hemorragias ou a uma anemia hemolítica imunomediada (Day, 1996). Portanto, 
nestes casos é recomendado realizar uma contagem de plaquetas e de reticulócitos, assim 
como um teste de coagulação (Vail et al., 2013). 
Para além da anemia, os cães diagnosticados com linfoma podem apresentar trombocitopénia, 
neutrofilia e linfocitose (Gavazza, Lubas, Valori & Gugliucci, 2008; Grindem, Breitschwadt, 
Corbett, Page & Jans, 1994). 
A medula óssea pode também ter sido afetada se os linfócitos circulantes apresentarem formas 
anormais, no entanto não é possível prever com precisão este envolvimento através de 
contagens do sangue periférico, sendo necessário uma citologia de um aspirado de medula 
óssea (Aubry, Spangler, Schleis & Smith, 2014; Martini, Melzi, Comazzi & Gelain, 2013). 
Quanto à proteinúria, embora esta possa estar presente nos linfomas caninos multicêntricos, 
não produz grande impacto no prognóstico, portanto não é necessário realizar urianálises 
frequentemente (Di Bella et al., 2013). 
No que toca aos níveis de proteína séricos, estes podem estar significativamente elevados no 
linfoma de células B devido a gamopatia monoclonal. 
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4.3. Análise citológica e histopatológica dos linfonodos 
O exame dos linfonodos pré-escapulares ou poplíteos é essencial no diagnóstico de linfoma, 
devendo ser evitada a análise dos linfonodos mandibulares porque são mais reativos. 
A partir das PAAFs dos linfonodos podem ser realizadas citologias, sendo este método bastante 
rápido, pouco invasivo e sensível no diagnóstico dos linfomas de alto grau. As células 
observadas são habitualmente grandes células linfóides com três a cinco nucléolos visível e um 
citoplasma basófilo, ou com cromatina fina sem que seja possível distinguir o nucléolo. No 
entanto, nos casos de citologias de células pequenas é difícil concluir se é um linfoma (Sozmen 
et al., 2005; Teske & van Heerde, 1996). 
Todavia, a biópsia excisional dos linfonodos afetados e a posterior análise histopatológica 
possibilita uma classificação mais específica (padrão de crescimento, dimensão e forma do 
núcleo, índice mitótico e imunofenótipo), sendo o método de eleição (figura 2) (Zandvliet, 2016). 
Neste processo, o linfonodo inteiro juntamente com a cápsula deve ser removido e colocado em 
formol. 
Adicionalmente podem ser realizadas PAAFs ecoguiadas do baço, fígado e linfonodos 
abdominais, contudo se o tecido esplénico se apresentar normal na ecografia, a citologia não 
vai ser vantajosa para o diagnóstico de linfoma (Crabtree, Spangler, Beard & Smith, 2010; Kinns 
& Mai, 2007; Nyman et al., 2006). 
 
Figura 2: Histopatologia de linfoma difuso de células grandes do biobanco (HE, 40X) (Tese de 




4.4. Técnicas de diagnóstico molecular 
Outras técnicas podem ser utilizadas para classificar e caracterizar linfomas, tais como os 
biomarcadores, o PARR e a imunofenotipagem. Amostras de sangue periférico, linfonodos, 
tecidos não-linfóides e efusões podem ser analisadas quando não é possível obter um 
diagnóstico conclusivo apenas com exames citológicos e histopatológicos. 
A imunofenotipagem é utilizada para determinar o tipo de células que fazem parte do tumor, e 
pode ser realizada com amostras citológicas e histológicas. Além de que a partir das PAAF e de 
células individuais presentes num meio fluido podem também ser realizadas citometrias de 
fluxo. 
Uma vez que as características morfológicas, como a localização anatómica, não são 
determinantes do imunofenótipo das células tumorais, deve-se recorrer ao uso de anticorpos 
para uma identificação mais precisa. Os anticorpos mais utilizados para o linfoma B são o 
CD20, CD21, CD79α, e o PAX5 (Caniatti, Roccabianca, Scanziani, Paltrinieri & Moore, 1996; 
Culmsee, Simon, Mischke & Nolte, 2001; Gelain, Mazzilli, Riondato, Marconato & Comazzi, 
2008; Milner, Pearson, Nesbit & Close, 1996). No entanto, algumas células tumorais podem 
expressar marcadores de células B e T (Wilkerson et al., 2005). Além disto, existe ainda a 
possibilidade de utilizar estes anticorpos no tratamento do linfoma. 
O PCR, por sua vez, é utilizado para amplificar as regiões variáveis dos genes das 
imunoglobulinas e desta forma permite detetar nos cães a presença de populações de clones 
de linfócitos (Avery A., 2009). A técnica de PCR mais usada denomina-se PARR, apesar de ser 
bastante sensível e específica, não deve ser usada de forma habitual no diagnóstico e 
estadiamento do linfoma porque não é tão precisa como a técnica anterior (Burnett et al., 2003; 
Flory, Rassnick, Stokol, Scrivani & Erb, 2007; Lana, Jackson, Burnett, Morley & Avery, 2006; 
Thalheim, Williams, Borst, Fogle & Suter, 2013). 
Por fim, os biomarcadores, que consistem em proteínas séricas, podem ser utilizados para 
avaliar a resposta ao tratamento e para diagnosticar determinadas doenças malignas. 
Ultimamente tem surgido mais investigação nesta área, para que se possam identificar 
potenciais biomarcadores específicos de cães, contudo ainda não se tornaram relevantes a 




É necessário determinar o estádio clínico da doença após o diagnóstico ter sido realizado. 
Atualmente utiliza-se o sistema de estadiamento da Organização Mundial de Saúde (OMS) 
(tabela 3). Sendo que os estádios III e IV são os mais comuns na clínica, representando 
aproximadamente 80% dos casos de cães com linfoma (Vail et al., 2013). 
15 
5.1. Imagiologia 
Pode ser recomendado efetuar radiografias ao tórax para detetar linfadenopatia, infiltrados 
pulmonares e massas mediastínicas craniais (Starrak, Berry, Page, Johnson & Thrall, 1997). 
Enquanto a ecografia abdominal permite avaliar o fígado, o baço e o tamanho e a forma dos 
linfonodos abdominais e periféricos (Crabtree et al., 2010; Nyman et al., 2006; Nyman, 
Kristensen, Skovgaard & McEvoy, 2005). No entanto, embora ambos os exames anteriores 
permitam um estadiamento mais eficiente, não devem ser realizadas em todos os casos, uma 
vez que só afetam o prognóstico se detetarem a presença de uma massa mediastínica cranial 
(Flory et al., 2007; Starrak et al., 1997). 
Na medicina humana realizam-se rotineiramente tomografias computadorizadas com emissão 
de positrões (PET-CT), uma vez que são o método ideal para estadiamento da doença. Em 
medicina veterinária o uso desta tecnologia e da cintigrafia é bastante escasso, não por 
questões de eficácia mas de custos e de disponibilidades de meios, tendo sido utilizadas 
apenas nalguns casos excecionais para estimar a extensão da doença e monitorizar a resposta 
ao tratamento (Ballegeer, Hollinger & Kunst, 2013; Lawrence et al., 2009; LeBlanc, Jakoby, 
Townsend & Daniel, 2009; Statham-Ringen et al., 2012). 
 
5.2. Avaliação da medula óssea 
Uma vez que a afetação da medula óssea pode ter influência sobre o prognóstico, uma punção 
ou biópsia de medula óssea também é recomendada. No entanto, como os resultados não são 
determinantes na escolha do tratamento, esta não deve ser realizada de forma rotineira (Martini 
et al., 2013; Vail et al., 2010). 
 
5.3. Análise citológica 
A partir de PAAFs de órgãos como os linfonodos, fígado, baço ou a partir do sangue, podem ser 
realizadas citologias, sendo que estas constituem a técnica de estadiamento mais utilizada. 
Também se pode recorrer a técnicas como o PARR ou a citometria de fluxo, contudo a análise 
citológica produz uma estimativa mais exata do prognóstico (Burnett et al., 2003; Joetzke, 








O estádio e sub-estádio da doença, a presença de síndromes paraneoplásicas, assim como a 
“compliance” dos donos podem influenciar o tratamento indicado para cada animal. 
Tendo em conta que o linfoma canino é uma doença sistémica, o tratamento deve também ser 
sistémico, e se os animais não forem tratados podem morrer em 4 a 6 semanas depois do 
diagnóstico (Vail et al., 2013). 
 
6.1. Quimioterapia 
Atualmente utiliza-se quimioterapia como forma de tratamento desta patologia em animais, 
sendo um dos objetivos induzir uma remissão completa (tabela 6) de pelo menos 6 meses, ou 
voltar a induzir a remissão quando ocorre recidiva do linfoma (Vail et al., 2013). 
 
Tabela 6: Tipos de resposta ao tratamento de determinada doença. Adaptado de Ettinger 
(2003). 
Resposta Definição 
Remissão completa 100% de redução da doença mensurável 
Remissão parcial >50% e <100% de redução da doença mensurável 
Doença estável <50% de redução da doença mensurável ou sem modificações ou 
novas lesões 
Doença progressiva >25% de aumento da doença mensurável ou novas lesões 
 
Antes de se iniciar a quimioterapia deve ser realizado um hemograma, sendo que os mínimos 
devem ser 1500 neutrófilos/μL e 50 000 plaquetas/μL. Se a contagem de neutrófilos não atingir 
o mínimo aceitável deve-se aguardar 5 a 7 dias antes de realizar o tratamento com os 
quimioterápicos mielosupressores, e eventualmente estimular com o fator estimulador de 
colónias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) (Vail et al., 2013). 
O protocolo CHOP (Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Vincristina e Prednisolona) é o mais utilizado 
(tabela 7). No entanto, a quimioterapia com um único fármaco também consiste numa opção de 
tratamento. Contudo os protocolos combinados como o CHOP produzem uma taxa de resposta 
mais elevada e uma maior duração do período de remissão nos casos de linfoma de alto grau 







Tabela 7: Protocolo de quimioterapia curto da Universidade de Wisconsin Madison (Vail et al., 
2013). 
Semana 1 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Prednisolona (2 mg/kg PO q24h) 
Semana 2 Ciclofosfamidaa (250 mg/m2 EV) 
Prednisolona (1,5 mg/kg PO q24h) 
Semana 3 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Prednisolona (1 mg/kg PO q24h) 
Semana 4 Doxorrubicinab (30 mg/m2 EV) 
Prednisolona (0,5 mg/kg PO q24h) 
Semana 6 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Semana 7 Ciclofosfamidaa (250 mg/m2 EV) 
Semana 8 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Semana 9 Doxorrubicinab (30 mg/m2 EV) 
Semana 11 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Semana 12 Ciclofosfamidaa (250 mg/m2 EV) 
Semana 13 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Semana 14 Doxorrubicinab (30 mg/m2 EV) 
Semana 16 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Semana 17 Ciclofosfamidaa (250 mg/m2 EV) 
Semana 18 Vincristina (0,7 mg/m2 EV) 
Semana 19 Doxorrubicinab (30 mg/m2 EV) 
a administração de furosemida (1 mg/kg EV) juntamente com ciclofosfamida, para reduzir o risco de cistite 
hemorrágica estéril. 
b em cães com <15 kg de peso corporal, a dose de doxorrubicina de 1 mg/kg é substituída por 30 mg/m2. 
 
A administração de glucorticóides antes do início do protocolo CHOP diminui a taxa de resposta 
e encurta o período de remissão (Gavazza et al., 2008; Marconato et al., 2011; Price, Page, 
Fischer, Levine & Gerig, 1991; Teske et al., 1994b). De igual forma, o uso de prednisolona 
antes do tratamento também não aumenta a eficácia deste, e deve ser apenas utilizada em 
protocolos de resgate, quando ocorre recidiva ou o linfoma deixa de responder ao protocolo de 
primeira linha (Zandvliet, Rutteman & Teske, 2013). 
Foi estabelecido como tratamento de rotina, um protocolo de 6 meses (Chun, Garrett & Vail, 
2000; Garrett et al., 2002; Piek, Rutteman & Teske, 1999) que consiste numa primeira fase de 
indução (origina uma remissão completa) que daria lugar a uma fase mais curta de 
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manutenção. No entanto, protocolos com 12 semanas (Simon et al., 2006) e 15 semanas 
(Burton, Garrett-Mayer & Thamm, 2013) são igualmente eficazes. 
Com estes protocolos combinados de quimioterapia, um animal com linfoma pode sobreviver 10 
a 14 meses, sendo que aproximadamente 10% conseguem viver até dois anos (Garrett et al., 
2002). Embora a maioria destes animais alcance a remissão do linfoma, eventualmente sofrem 
uma recidiva, causada pela resistência do tumor aos quimioterápicos, por uma dosagem e 
frequência de administração inapropriada ou pelo tratamento prévio com glucocorticóides. 
Nestes casos torna-se necessário utilizar protocolos de resgate, que podem incluir 
quimioterapia com um único fármaco ou uma combinação de vários fármacos, no entanto 
originam geralmente taxas de resposta mais baixas e períodos de remissão menores (Dervisis 
et al., 2007; Griessmayr, Payne, Winter, Barber & Shofer, 2009; Moore, Ogilvie & Vail, 1994; 
Saba, Thamm & Vail, 2007; Saba, Hafeman, Vail & Thamm, 2009). 
Quando uma recidiva ocorre pelo menos dois meses após o protocolo inicial ter terminado, 
existe a possibilidade de repetir o protocolo de indução. Caso contrário, será necessário o uso 
de fármacos alternativos, tais como actinomicina D (Bannink, Sauerbrey, Mullins, Hauptman & 
Obradovich, 2008), mitoxantrona (Lucroy, Phillips, Kraegel, Simonson & Madewell, 1998), 
doxorrubicina (se não tiver feito parte do protocolo de indução), decarbazina (Van Vetchten, 
Helfand & Jeglum, 1990), lomustina (Moore et al., 1999), L- asparaginase, prednisolona e o 
protocolo MOPP (Rassnick et al., 2002; Vail et al., 2013). 
No caso de linfomas de baixo grau, é importante monitorizar a doença, tendo como opção de 
tratamento clorambucil e prenisolona se desejado, ou apenas esplenectomia nos casos de 
linfoma esplénico da zona marginal (Flood-Knapik et al., 2013; O’Brien et al., 2013; Stefanello et 
al., 2011; Valli et al., 2006). 
A eficácia da quimioterapia está limitada por alguns fatores, como a resistência aos fármacos 
quimioterápicos e o pequeno leque de opções de tratamento. Esta resistência pode ser 
intrínseca às células tumorais ou pode desenvolver-se depois da exposição a quimioterápicos, 
sendo os principais responsáveis alguns membros da superfamília de proteínas transportadoras 
do tipo ABC (ATP-binding cassette), tais como a glicoproteína p (ABCB1) (Bergman, Ogilvie & 
Powers, 1996; Lee, Hughes, Fine & Page, 1996; Mealey et al., 2008). 
 
6.2. Radioterapia 
Nos casos de linfoma localizados, como por exemplo, nas formas extranodais, e até mesmo nos 
linfomas multicêntricos, a radioterapia pode ser uma opção de tratamento, juntamente com a 
quimioterapia sistémica (Berlato, Schrempp, Van Den Steen & Murphy, 2012; Kessler et al., 
2008). 
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Existem como opções de tratamento do linfoma multicêntrico, a irradiação da totalidade do 
corpo numa dose única com transplante de medula óssea ou irradiação do corpo em duas 
sessões separadas, seguida de quimioterapia (Gustafson, Lana, Mayer & LaRue, 2004; Laing et 
al., 1989; Williams et al., 2004). 
 
7. Prognóstico 
Muitos fatores estão envolvidos na avaliação do prognóstico, mas o imunofenótipo e sub-
estádio são dos mais utilizados, sendo que o linfoma B canino tem períodos de remissão e 
tempo de sobrevivência maiores que o linfoma T. 
Os animais que expressem níveis menores de antigénio B5, presente em 95% dos linfócitos 
não neoplásicos, e de MHC de classe II possuem períodos de remissão e taxas de 
sobrevivência menores. Também os animais com o estádio I ou II, e sub-estádio a têm melhor 
prognóstico que animais com estádios mais avançados e sub-estádio b (Greenlee et al., 1990; 
Jagielski, Lechowski, Hoffmann-Jagielska & Winiarczyk, 2002; Keller, MacEwen, Rosenthal, 
Helfand & Fox, 1993; Ponce et al., 2004; Rao et al., 2011; Ruslander, Gebhard, Tompkins, 
Grindem & Page, 1997; Teske et al., 1994b; Valli et al., 2013). 
Do mesmo modo, o grau de linfoma também pode afetar o prognóstico, uma vez que os 
linfomas de alto grau ou intermédio habitualmente respondem à quimioterapia porém podem 
recidivar rapidamente, enquanto os linfomas de baixo grau tendem a comportar-se de forma 
oposta (Flood-Knapik et al., 2013; Stefanello et al., 2011; Valli et al., 2006). 
O sexo do animal também influencia o prognóstico, uma vez que as fêmeas esterilizadas 
tendem a ter um melhor prognóstico que os machos (Keller et al., 1993; MacEwen, Hayes, 
Matus & Kurzman, 1987). 
No que respeita ao tratamento, a administração de glucocorticóides antes da quimioterapia, e a 
ausência de resposta ou a recidiva no início do tratamento afeta também o prognóstico 
(Gavazza et al., 2008; Marconato et al., 2011; Price et al., 1991; Teske et al., 1994b). 
Por fim, os índices proliferativos AgNOR (regiões organizadoras nucleolares argirofílicas) e 
Ki673 podem ser avaliados em amostras histológicas e citológicas, tendo uma expressão 
aumentada no linfoma canino, permitindo obter mais informação prognóstica (Bauer, Zervos & 
Moritz, 2007; Kiupel, Teske & Bostock, 1999; Vajdovich, Psáder, Tóth & Perge, 2004; Valli et al., 
2013). Inclusive, biomarcadores, como por exemplo os níveis de TK1 no soro, de proteína C 
reativa do soro, e de haptoglobulina, também podem ser utilizados na previsão do prognóstico 
(Alexandrakis et al., 2014; von Euler, Einarsson, Olsson, Lagerstedt & Eriksson, 2004). 
 
                                                          
3 Proteína usada como marcador de proliferação celular. 
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8. Imunoterapia 
A resistência aos fármacos anti-neoplásicos e a toxicidade destes revela a necessidade de 
investigação e desenvolvimento de outras formas de tratamento, como por exemplo a 
imunoterapia (Lage, 2008). Esta toxicidade provocada pela quimioterapia advém em parte da 
inespecificidade deste tratamento, que atinge ambas as células tumorais e saudáveis. A 
imunoterapia, por outro lado, alcança um alvo específico e promove ou complementa a resposta 
do sistema imunitário, com o mínimo de efeitos secundários possível (Brody, Kohrt, Marabelle & 
Levy, 2011). 
Uma vez que o sistema imunitário é capaz de eliminar células malignas, há a possibilidade 
deste ser explorado para descobrir uma forma de tratar o cancro. Podendo uma resposta 
imunitária eficaz resultar numa remissão espontânea de tumores sem que haja tratamento 
(Guth & Dow, 2013). 
Este processo começa quando são gerados antigénios estranhos ao organismo, para que as 
células que os apresentam na sua superfície possam ser detetadas e eliminadas (Farkona, 
Diamandis & Blasutig, 2016). Estes antigénios tumorais podem constituir proteínas próprias do 
organismo cuja forma sofreu uma alteração ou que suportaram mutações durante a formação 
dos tumores (Guth & Dow, 2013). 
De facto, podem ser encontradas células T específicas de tumores, que são responsáveis pelo 
reconhecimento das células tumorais, em tecidos cancerígenos e nos linfonodos onde os 
tumores drenam (Guth & Dow, 2013). 
A vigilância imunitária consiste então neste processo de reconhecimento e destruição pelo 
sistema imunitário, de células próprias do organismo que sofreram alterações (Schreiber & 
Podack, 2009). Esta teoria compreende três etapas, a identificação e eliminação pelo sistema 
imunitário de células neoplásicas, o equilíbrio entre o crescimento tumoral, devido à resistência 
de algumas células tumorais, e a destruição das células susceptíveis pelo sistema imunitário, e 
por último a evasão das células cancerígenas ao sistema imunitário, permitindo o crescimento 
do tumor e a formação de metástases (Schreiber & Podack, 2009, Vinay et al., 2015). 
Os processos de imunossupressão pelos quais as células neoplásicas escapam à vigilância 
imunitária podem envolver células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), que após a 
formação de tumores, são libertadas da medula óssea para o sangue como formas imaturas de 
monócitos e granulócitos. Estas células têm a capacidade de diminuir a resposta imunitária 
contra o tumor, e de favorecer a invasão tumoral e a metastização (Ye, Yu & Bian, 2010). Além 
do mais, a indução pelo tumor de células T reguladoras (Nomura & Sakaguchi, 2005), o 
comprometimento das células dendríticas, apresentadoras de antigénios (Pinzon-Charry et al., 
2005), a formação de citoquinas pelas células tumorais (Lin & Karin, 2007), a ausência de 
reconhecimento e consequente destruição das células tumorais pelo sistema imunitário, assim 
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como, anomalias na expressão dos antigénios tumorais levam à tolerância ao tumor (Garrido, 
Algarra & Garcia-Lora, 2010; Oleinika, Nibbs, Graham & Fraser, 2013; Reinis, 2010). 
O progresso das imunoterapias encontra-se portanto dependente destes sistemas de 
imunossupressão orquestrados pelo tumor. Sendo que apenas vão ser eficazes os protocolos 
de imunoterapia que conseguirem superar o microambiente imunossupressor criado pelo tumor 
(Stewart & Smyth, 2011). 
Com o avanço das técnicas utilizadas e a constante evolução na área da imunoterapia, tem sido 
possível avaliar e prever as respostas imunitárias contra tumores, assim como estimar a 
eficácia clínica e a segurança dos novos tratamentos com imunoterapia. Tendo como objetivo 
final desenvolver uma forte e duradoura resposta imunitária anti-tumoral, que permita localizar e 
eliminar as células malignas, não afetando as células de tecidos normais (Guth & Dow, 2013). 
Entretanto a utilização de cães como modelos para o estudo do linfoma humano tornou possível 
a experimentação de novas imunoterapias nestes animais, que no futuro poderão beneficiar 
tanto os pacientes caninos como os humanos (Khanna, London & Vail, 2009). 
Embora existam várias categorias de imunoterapia, os anticorpos monoclonais são atualmente 
uma das mais eficientes. Sendo que em medicina humana, o uso desta imunoterapia como 
forma de tratamento do linfoma não-Hodgkin permitiu aumentar o tempo de vida com o mínimo 
de toxicidade possível (Traullé & Coiffier, 2005), tornando exequível originar uma memória 
imunológica que consegue evitar recidivas (Zappasodi, de Braud & Di Nicola, 2015). Inclusive 
segundo Feugier et al. (2005), no linfoma difuso de grandes células B o tempo de sobrevivência 
aumentou 2,7 anos com a combinação do Rituximab ao protocolo CHOP. 
Em medicina veterinária ainda é necessário investigar mais nesta área, uma vez que os 
anticorpos humanos aprovados não reconhecem os antigénios de cão (Impellizeri, Howell, 
McKeever & Crow, 2006; Jubala et al., 2005). No entanto, em 2011, Stein et al., demonstrou 
que o anticorpo monoclonal anti-antigénio leucocitário anti-humano (HLA)-DR (L243) produziu 
uma resposta temporária quando administrado a cães com linfoma, permitindo desta forma 
continuar a investigação deste anticorpo monoclonal. 
Existe também a possibilidade de ligar anticorpos monoclonais a toxinas ou a radioisótopos, 
para que seja possível eliminar apenas as células que expressem determinados recetores, ou 
atravessar tumores maciços e destruir o tecido tumoral envolvente (Guth & Dow, 2013). 
Além do mais, atualmente já é exequível selecionar as porções variáveis dos anticorpos que 
correspondem às cadeias pesadas ou leves das imunoglobulinas, de forma a poder utilizá-las 
no futuro no tratamento de neoplasias como o linfoma canino. Estes fragmentos possuem entre 
11 a 15 kDa, consistindo nos mais pequenos fragmentos de anticorpos que se ligam a 
antigénios (Holt, Herring, Jespers, Woolven & Tomlinson, 2003). Que por serem de tamanho 
reduzido, conseguem unir-se facilmente aos epítopos pretendidos, ao contrário da IgG e de 
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outros fragmentos maiores de anticorpos, podendo assim penetrar tumores sólidos de forma 
mais eficiente (Li & Zhu, 2010). Outras vantagens prendem-se com o facto de apresentarem 
uma menor imunogenicidade, serem mais estáveis em circulação e permitirem o aumento da 
potência por dose e uma diminuição do custo de fabrico (Dimitrov & Marks, 2009). 
É também importante ter em conta que a forma mais eficaz de controlar o cancro e evitar que 
as células tumorais se tornem resistentes ao tratamento, é através da combinação da 
imunoterapia com vários métodos, tais como a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia, que 
por sua vez podem contribuir para a redução do tamanho do tumor e das metástases (Guth & 
Dow, 2013). 
Espera-se que no futuro, a imunoterapia já seja usada frequentemente para tratamento de 




O CD20 é uma fosfoproteína transmembranar da superfície celular de 35 kDa, que possui dois 
domínios de sequências de aminoácidos extracelulares, quatro domínios transmembranares e 
três domínios intracelulares (figura 3) (Bubien, Zhou, Bell, Frizzell & Tedder, 1993; Tedder & 
Isaacs, 1989). 
Em humanos e ratos o CD20 é expresso em linfócitos pré-B e em linfócitos B periféricos 
maduros (Tedder et al., 1988a; Tedder, McIntyre & Schlossman, 1988b; Tedder, Streuli, 
Schlossman & Saito, 1988c; Uchida et al., 2004; von Schilling, 2003). No entanto, pode existir 
uma expressão muito diminuída desta proteína em linfócitos T humanos (Hultin et al., 1993). 
Nas neoplasias malignas de linfócitos B maduros em humanos, geralmente a expressão de 
CD20 permanece homogeneamente elevada (von Schilling, 2003). Contudo, nalguns casos 
invulgares de linfomas de células T periféricas e de timomas de células epiteliais malignas foi 
expresso CD20 (Chilosi et al., 1992; Mohrmann & Arber, 2000). 
Relativamente às sequências de aminoácidos entre o CD20 canino e o humano, estas são 
muito semelhantes (73%), podendo ter ambos a mesma função no sistema imunitário (Kano et 
al., 2005). 
Tendo sido verificado igualmente, que em cães, o CD20 pode ser expresso em células B 
normais e em linfomas de células B (Kano et al., 2005), o que juntamente com uma baixa taxa 
de internalização induzida por anticorpos fez do CD20 um alvo atraente para a depleção 
imunoterapêutica de linfócitos B (Byrd et al., 2002; Grillo-López, 2002; Rassidakis et al., 2002; 
Tobinai, 2002). 
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Relativamente à função incerta do CD20, foi observado um aumento do cálcio intracelular em 
linfócitos B humanos quando os anticorpos se ligavam ao CD20 (Bubien et al., 1993; Shan, 
Ledbetter & Press, 2000), o que pode indicar que este está envolvido na sinalização do cálcio. 
 
Figura 3: Estrutura molecular do CD20. Adaptado de Cragg, Walshe, Ivanov e Glennie (2005). 
 
 
8.1.1. Anticorpos monoclonais anti-CD20 
Em medicina humana, o Rituximab foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-CD20 usado no 
tratamento do linfoma não-Hodgkin indolente ou refratário, tendo sido aprovado em 1997 (Grillo-
López, 2002; Plosker & Figgitt, 2003; Tobinai, 2002). Este anticorpo quimérico é constituído por 
uma região variável de ratinho e uma região constante de humano (Reff et al., 1994), e pode ser 
utilizado também no tratamento do linfoma difuso de grandes células B em combinação com 
quimioterapia, e em doenças imunomediadas (Kazkaz & Isenberg, 2004; Plosker & Figgitt, 
2003; von Schilling, 2003). 
Embora tenha sido confirmada a expressão do CD20 em linfomas B caninos por 
imunohistoquímica, através da ligação de um anticorpo aos domínios intracitoplasmáticos do 
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CD20, nem o Rituximab nem outros 40 anticorpos direcionados contra os domínios 
extracelulares do humano ou do murganho podem ser usados em imunoterapia de cães, uma 
vez que não se ligam aos domínios extracelulares do CD20 nativo canino (Impellizeri, Howell, 
McKeever & Crow, 2006; Jubala et al., 2005). 
Entretanto, foi desenvolvido um anticorpo monoclonal denominado 6C8, que se consegue ligar 
na citometria de fluxo ao domínio extracelular em “loop” do CD20 presente nos linfócitos B 
caninos. Desta forma, o anticorpo, através da mediação de macrófagos efetores ativados, 
promove a fagocitose de linfócitos B malignos e a citotoxicidade celular dependente de 
anticorpos (Ito, Brewer, Modiano & Beall, 2015). 
Alguns anticorpos monoclonais anti-CD20 humanos detêm ainda a capacidade de induzir 
toxicidade direta e citotoxicidade dependente de complemento contra linfócitos B tumorais, ao 
contrário do 6C8 (Teeling et al., 2004). 
Com o intuito de obter anticorpos que se possam ligar ao recetor CD20 humano e canino, para 
que sejam utilizados em estudos comparativos entre cães e humanos, foi concebido o anticorpo 
monoclonal NCD1.2. A partir deste, foi também criado um anticorpo recombinante scFv4 
monoclonal, que poderá ser utilizado no futuro em imunoterapias anti-CD20 em medicina 
comparada (Jain et al., 2016). 
Foi também produzido outro anticorpo semelhante ao Rituximab mas que podesse ser utilizado 
como tratamento no linfoma B canino. Tendo sido selecionado o anticorpo monoclonal de 
murganho 1E4 para a formação de uma molécula quimérica canina que se ligasse ao mesmo 
sítio no domínio extracelular do CD20. O anticorpo gerado, o 1E4-cIgGB, apresentou curvas de 
depleção de células B muito semelhantes às exibidas pelo Rituximab nos humanos. Contudo, 
são ainda necessários mais estudos que apoiem a aplicação deste anticorpo em imunoterapia 
em cães (Rue et al., 2015). 
Em 2014, foi apresentado no Encontro da Sociedade Veterinária de Cancro, um estudo piloto 
em cães sobre a combinação de um anticorpo anti-CD20 com quimioterapia. O tempo médio de 
sobrevivência sem doença e o tempo de sobrevivência total foi respetivamente 167 e 325 dias, 
em comparação com os 93,5 dias e 177 dias dos animais que receberam o placebo. Sendo que 
26 dos 27 animais que participaram no estudo atingiram uma remissão completa com o 
tratamento conjunto de quimioterapia com o anticorpo monoclonal (Ogilvie et al., 2015). 
Portanto, a criação de mais anticorpos, que se liguem especificamente aos domínicos 
extracelulares do CD20 é extremamente importante para que no futuro se possa utilizar este 
alvo no tratamento do linfoma canino. 
                                                          
4 Fragmento variável de cadeia simples 
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8.2. CD19 
Ultimamente têm sido desenvolvidos mais anticorpos monoclonais que se liguem a outros 
antigénios, como por exemplo o CD19 humano, uma glicoproteína transmembranar de 95 kDa e 
556 aminoácidos, pertencente à superfamília das imunoglobulinas e que se encontra bem 
conservada entre diferentes espécies (figura 4) (Carter & Barrington, 2004; Tedder, 2009; 
Wang, Wei & Liu, 2012). 
O CD19 é expresso em linfócitos B normais e tumorais, desde as células pré B até à sua 
diferenciação final em células plasmáticas, assim como em células foliculares dendríticas, 
sendo portanto um dos biomarcadores de células B mais fiáveis (Bradbury et al., 1992; Haas & 
Tedder, 2005; Sato et al., 1997; Tedder & Isaacs, 1989; Tedder, 2009). Sendo o gene do CD19, 
de 7,41 kb, constituído por 15 exões e codificado no braço curto do cromossoma 16, 16p11.2 
(Zhou, Ord, Omori & Tedder, 1992). 
A função do CD19 é bastante importante na manutenção de uma resposta imunitária eficaz, 
estando relacionada com o desenvolvimento independente de antigénios, bem como, com a 
ativação induzida por imunoglobulinas de linfócitos B, criando um complexo com o recetor das 
células B, de forma, a baixar o seu limiar de ativação (Fujimoto, Poe, Inaoki & Tedder, 1998; 
Sato, Ono, Steeber, Pisetsky & Tedder, 1996; van Zelm et al., 2006; Zhou et al., 1992). 
A maioria dos linfomas de células B possui níveis de expressão de CD19 elevados, uma vez 
que este raramente desaparece no processo de transformação neoplásica. No entanto, o nível 
de CD19 pode estar baixo nos linfomas foliculares, tornando possível distinguir este tipo de 
linfoma de células B de outros (Yang et al., 2005), mas não se encontra em células 
















Figura 4: Estrutura molecular do CD19. Adaptado de Wang et al. (2012). 
 
 
8.2.1. Anticorpos monoclonais anti-CD19 
Como forma de tratamento do linfoma não-Hodgkin humano foram utilizados anticorpos 
monoclonais anti-CD19, sendo observada uma redução do número de células tumorais 
(Hekman et al., 1991). 
Têm sido desenvolvidos vários anticorpos monoclonais anti-CD19, tais como o SAR3419, um 
anticorpo IgG1 humanizado, que pode provocar uma morte celular por apoptose (Raufi, 
Ebrahim & Al-Katib, 2013). Uma vez que não causa uma mielosuprresão acentuada consiste 
numa boa opção para o tratamento de linfoma não-Hodgkin nos humanos combinado com 
quimioterapia (Al-Katib, Aboukameel, Mohammad, Bissery & Zuany-Amorim, 2009; Blanc et al., 
2011). 
Enquanto o MOR-208 (XmAb5574) é um anticorpo de murganho humanizado anti-CD19 com 
um domínio Fc modificado. Sendo eficaz contra vários tipos de linfomas de células B, uma vez 
que aumenta a citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC) (Awan et 
al., 2010; Zalevsky et al., 2009). 
Apesar de em medicina humana continuarem a ser produzidos novos anticorpos monoclonais 
anti-CD19, tais como o anti-B4-bR (Grossbard et al., 1999), o SGN-CD19A (Forero-Torres et al., 
2014), o XmAb5871 (Szili et al., 2014), o MDX-1342 (Cardarelli et al., 2010), o GBR 401 (Breton 
et al., 2014) e o blinatumomab (Portell, Wenzell & Advani, 2013) entre outros, seria de extrema 




O linfoma de células B, uma neoplasia muito frequente nos cães, cuja forma de tratamento 
atual, a quimioterapia, permite apenas um tempo médio de sobrevivência de 10 a 14 meses 
(Garrett, Thamm, Chun, Dudley & Vail, 2002; Modiano et al., 2005) constitui o meu objeto de 
estudo. 
Um tratamento alternativo, a imunoterapia, tem apresentado resultados mais eficazes e com 
menos efeitos secundários em medicina humana. Assim, a questão principal no meu projeto de 
investigação foi validar alvos potenciais para imunoterapia do linfoma B canino. 
Para o efeito foram escolhidos como recetores a analisar o CD20 e CD19, visto que estes se 
expressam de forma mais acentuada em células B tumorais, consistindo em bons alvos de 
diagnóstico e de tratamento nesta patologia (Bradbury, Kansas, Levy, Evans & Tedder, 1992; 
Byrd et al., 2002; Grillo-López, 2002; Haas & Tedder, 2005; Kano et al., 2005; Rassidakis et al., 
2002; Sato, Steeber, Jansen & Tedder, 1997; Tedder & Isaacs, 1989; Tedder, 2009; Tobinai, 
2002). 
Com este objetivo, foi avaliada, através de Western Blot, a expressão proteica dos recetores 
CD20 e CD19 de células primárias de linfoma canino. Tendo sido também utilizado um soro 
policlonal de coelho com a finalidade de avaliar potenciais alvos de imunoterapia, através da 
técnica de Western Blot. 
 
 
Capítulo IV - Material e Métodos 
 
1. Caraterização das amostras 
Este estudo foi realizado no Laboratório de Virologia/Imunologia e Farmacologia da Faculdade 
de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa. 
Foram utilizadas amostras de linfonodos de 20 cães com linfoma e de 2 de controlo, sem 
linfoma. 
As amostras de linfonodos dos animais doentes, pertencentes ao biobanco canino, foram 
recolhidas através de uma biópsia excisional no Hospital Escolar da FMV-ULisboa, onde estes 
animais foram acompanhados. Tendo sido coletadas antes destes animais terem sido 
submetidos ao tratamento do linfoma. 
Por sua vez, as amostras dos animais que não tinham linfoma, controlo 1 e controlo 2, foram 





1.1. Avaliação clínica dos animais presentes no estudo 
Inicialmente foram efetuados exames clínicos, hemogramas e análises bioquímicas a cada um 
dos animais incluídos neste estudo. 
Os animais com linfoma foram também sujeitos a exames imagiológicos e citologia dos 
linfonodos periféricos, com o intuito de diagnosticar e estadiar a doença. 
 
1.2. Critérios de inclusão 
Os animais de controlo (saudáveis) não podiam apresentar nenhuma doença nem ter recebido 
um tratamento nas últimas seis semanas antes da colheita das amostras. Além de que as 
análises hematológicas e bioquímicas teriam que confirmar que estes não se encontravam 
doentes. 
Enquanto para os animais com linfoma se estabeleceu que estes não podiam apresentar outra 
doença, ou ter sofrido algum tratamento com quimioterapia ou anti-inflamatórios nas últimas 
quatro semanas. Além disto, os animais escolhidos tinham que ser diagnosticados pela primeira 
vez com linfoma, através de uma análise histopatológica dos linfonodos recolhidos, que 
compreendia o exame morfológico, a classificação do índice mitótico e a análise 
imunohistoquímica com os anticorpos CD3 (DAKO), CD79αcy (clone HM57, DAKO) e PAX-5 
(clone 1EW, Novocastra). Esta análise foi executada no Laboratório de Anatomia Patológica da 
FMV-ULisboa, e a classificação do linfoma foi realizada de acordo com o sistema da OMS, 
tendo sido baseada nas análises clínicas e laboratoriais. De seguida, os animais com linfoma 
iniciaram o tratamento com protocolo CHOP, que dependendo da resposta do animal ao 
mesmo, ia sendo sucessivamente ajustado. 
 
1.3. Critérios de exclusão 
Não foram aceites neste estudo, animais que possuíam outras patologias, como por exemplo, 
outras neoplasias ou parasitoses, ou que tivessem sido submetidos a um tratamento com anti-
neoplásicos ou anti-inflamatórios nas últimas quatro semanas antes de terem sido 
diagnosticados com linfoma. 
 
2. Preparação das amostras 
De forma a isolar as células primárias de linfoma canino a partir das amostras de linfonodos, 
estes foram macerados, filtrados através de um filtro celular (Cell Strainer, BD Falcon®), e 
colocados no meio RPMI-1640 (Gibco) com 20% FBS (Gibco) para ressuspenderem. As células 
primárias de linfoma canino foram de seguida suspendidas em FBS (Gibco) e 10% de 
Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma) em alíquotas com 5x106 e 1x107 células, e conservadas em 
azoto líquido, após a verificação da viabilidade celular com azul de tripano. 
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As amostras de linfonodo que foram recolhidas de animais de controlo, sem linfoma, foram 
processadas de forma idêntica às de animais com linfoma. 
As linhas celulares utilizadas como controlo foram as CLBL-1 (Barbara Rütgen), células B de 
linfoma canino, as Raji (ATCC), células de linfoma de Burkitt de humano, e as 293 (ATCC), 
células de um rim pertencente a um embrião humano. O meio utilizado foi o Roswell Park 
Memorial Institute – 1640 (RPMI-1640) (Lonza) suplementado com 10% de soro fetal bovino 
(FBS) (Gibco), penicilina e estreptomicina. As células foram mantidas numa estufa humidificada 
a 37°C e a 5% de CO2. 
 
3. Extração da proteína total 
As células foram lisadas com o reagente RIPA (radio-immunoprecipitation assay) (25 mM Tris-
HCl pH 7,6; 150 mM de NaCl; 1% de NP-40; 1% desoxicolato de sódio; 0,1% SDS) (Thermo 
Scientific). Primeiro procedeu-se à lavagem duas vezes em PBS (centrifugação a 400 g, 5 
minutos) e descartou-se o sobrenadante. Em segundo lugar, acrescentou-se o reagente RIPA 
com inibidores de proteases e fosfatases na quantidade de 150 μL. De forma a suspender o 
pellet, pipetou-se a mistura gentilmente e incubou-se em gelo durante 30 minutos. Após 15 
minutos voltou-se a pipetar gentilmente a mistura e centrifugou-se a 14000 g durante 10 
minutos a 4ºC. No fim, efetuou-se transferência do sobrenadante para eppendorfs e 
armazenou-se a -20ºC. 
Nos testes com o soro policlonal do coelho, as células CLBL-1 foram também lisadas com o 
Mem-PERTM Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Scientific) segundo as instruções 
do fabricante, de modo a obter duas fracções, uma citoplasmática e uma membranar. 
 
4. Determinação da concentração de proteína total 
A proteína total foi quantificada com o espectrofotómetro NanoDrop ™ 2000c (Thermo 
Scientific) na opção Proteína 280 e através do método de Bradford em Nanodrop ou em leitor 
de placas, a uma absorvância a 595 nm. 
 
5. Análise das amostras por electroforese 
As amostras de proteína (juntamente com o loading buffer e com o SDS) foram incubadas a 
100°C durante 10 minutos, de modo a serem reduzidas e desnaturadas. De seguida foram 
separadas em géis de 11% e 15% de SDS-PAGE (National Diagnostics) a 160 V. 
 
6. Coloração dos géis 
Procedeu-se à coloração dos géis de SDS-PAGE com o Coomassie para observar o perfil 
proteico das diferentes células. Primeiro realizou-se a lavagem dos mesmos com água 
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destilada, depois corou-se com Coomassie durante 1h no agitador ou durante a noite a 4°C. Em 
último lugar, utilizou-se uma solução à base de metanol, ácido acético e água destilada para 
descorar os géis. A imagem foi obtida no Chemidoc ™ XRS+ (Bio-Rad). No final os géis foram 
hidratados com água destilada e armazenados a 4ºC. 
 
7. Western Blot 
Posteriormente, os géis de SDS-PAGE foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose 
em tampão de transferência (500 mM de glicina, 50 mM Tris-HCl, 0,01% de SDS, 20% de 
metanol) a 250 mA durante 1h10 usando um SD Semi-dry Transblot Apparatus (Bio-Rad). As 
membranas foram lavadas em PBS-0,2% Tween 20 (10 mM de TrisHCl, 100 mM de NaCl, 0,2% 
de Tween a um pH de 7,4) e em seguida foram bloqueadas com leite em pó desnatado a 5% 
em PBS-0,2% Tween 20 durante 1 h à temperatura ambiente com agitação ou durante a noite a 
4°C, para reduzir as ligações não específicas. Antes de serem expostas ao anticorpo primário, 
foram lavadas com PBS-0,2% Tween 20 três vezes em intervalos de 10 minutos com agitação. 
Seguindo-se então com a incubação do anticorpo primário em leite em pó desnatado a 1% em 
PBS-0,2% Tween 20 durante 1 h à temperatura ambiente com agitação, sendo novamente 
lavadas nas mesmas condições três a cinco vezes. De seguida, foram incubadas com 
anticorpos secundários acoplados a HRP (horse radish peroxidase) durante 1 h à temperatura 
ambiente com agitação. As membranas foram lavadas como anteriormente e as bandas de 
proteína foram detetadas usando o reagente Luminata (substrato quimioluminescente da 
Amersham biosciences) e visualizadas no Chemidoc ™ XRS+ (Bio-Rad). A determinação dos 
tamanhos das proteínas realizou-se através da comparação da migração da banda de proteína 
com o marcador NZYColour Protein Marker II (Nzytech). 
Os diferentes anticorpos primário e secundário aplicados no Western Blot, tal como a respetiva 
diluição, estão descritos nas tabelas 8 e 9. 
 
Tabela 8: Tipos de anticorpos e diluições correspondentes utilizadas. 
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Capítulo V - Resultados e Discussão 
 
1. Otimização da técnica 
Inicialmente foi necessário testar os anticorpos primários anti-CD20 e anti-CD19 e os anticorpos 
secundários, para que fosse possível averiguar se a metodologia previamente definida permitia 
obter os resultados que se pretendiam. 
Para tal, utilizou-se como controlos as linhas celulares CLBL-1, Raji e 293 de modo a avaliar a 
expressão dos dois recetores no produto final (proteína) destas células. 
Tendo em conta que as CLBL-1 consistem em células B de linfoma canino e que as Raji 
correspondem a células de linfoma de Burkitt de humano, seria esperado que ambas 
expressassem CD20 e CD19, constituindo desta forma os controlos positivos do estudo. 
As 293, por outro lado, representam o controlo negativo do estudo, uma vez que consistem em 
células de um rim pertencente a um embrião humano, logo não expressam CD20 nem CD19. 
Tendo sido utilizada a técnica de Western Blot de modo a detetar a proteína do CD20 e do 
CD19 presente no extrato proteico total. 
 
1.1. Teste do CD20 
Em primeiro lugar, foi avaliada a expressão de CD20 no produto final (proteína) das células 
CLBL-1, Raji e 293. 
Os resultados obtidos por Western Blot demonstrados na figura 5 confirmam a presença de 
uma banda compatível com 35 kDa, em ambas as células CLBL-1 e Raji. 
 
Figura 5: Western Blot do extrato proteico total das células CLBL-1, Raji e 293, de forma a 
identificar a presença do recetor CD20. 
 
Legenda: Marcador NZYColour Protein Marker II (Nzytech) identificado como M. 
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Uma vez que a proteína do CD20 possui uma massa molecular de aproximadamente 35 kDa, é 
possível concluir que tanto as CLBL-1, como as Raji, expressam CD20. Enquanto as 293, como 
estava previsto, não expressam CD20. 
 
1.2. Teste do CD19 
Do mesmo modo, foi avaliada ainda a expressão de CD19 no produto final (proteína) das 
células CLBL-1, Raji e 293 através do Western Blot. 
Os resultados do Western Blot apresentados na figura 6 evidenciam duas bandas compatíveis 
com 100 kDa, uma nas células CLBL-1 e outra nas Raji. 
 
Figura 6: Western Blot do extrato proteico total das células CLBL-1, Raji e 293, de forma a 
identificar a presença do recetor CD19. 
 
Legenda: Marcador NZYColour Protein Marker II (Nzytech) identificado como M. 
 
A proteína do CD19 possui uma massa molecular de aproximadamente 100 kDa, assim como 
as bandas evidenciadas no Western Blot (Figura 6), portanto comprovou-se que as células 
CLBL-1 e Raji expressam CD19, ao contrário das células 293, que permanecem como controlo 
negativo do estudo. 
Por conseguinte, estes resultados permitiram confirmar que as variáveis utilizadas, como o tipo 
de anticorpo, diluição, número de lavagens, entre outras, seriam as mais indicadas para o 
estudo a realizar posteriormente com os casos clínicos. 
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2. Casos clínicos 
Após a otimização da técnica procedeu-se então à avaliação do CD20 e do CD19 nos casos 
clínicos do biobanco, constituído por amostras de linfonodos de 20 cães com linfoma e de 2 de 
controlo (C1 e C2), sem linfoma, recolhidos através de uma biópsia excisional. 
A média de idade dos animais diagnosticados com esta patologia é de 9 anos, sendo 65% dos 
animais doentes do sexo masculino e 35% do sexo feminino (tabela 10). 
 
Tabela 10: Dados clínicos dos 20 casos de linfoma. 
 
Segundo a análise imunohistoquímica, 80% dos casos clínicos de linfoma foram classificados 
como linfoma de células B, 15% como linfoma de células T, e 5% como linfoma de células não 
B nem T, como ilustrado na tabela 11. 
Relativamente ao estádio da doença, 35% dos animais com linfoma encontravam-se no estádio 





Nome Caso Data de nascimento Idade Raça Sexo 
Polly A1 01-01-2000 12 Schnauzer Macho 
Junior A2 01-01-1998 15 Indeterminada Macho 
Edwin A3 01-01-2006 8 Labrador Macho 
Tobias A4T1 01-01-2002 12 Labrador Macho 
Caco B1 20-10-2006 6 Rottweiler Macho 
Jaya B2T1 09-06-2007 6 Basset Hound Fêmea 
Scar B3T1 02-09-2001 12 Pit Bull Fêmea 
Mogli B5T1 24-12-2005 8 Indeterminada Macho 
Bambi B6 01-08-2002 11 Indeterminada Fêmea 
Bolota B7 07-10-2004 9 Boxer Fêmea 
Deep B8T1 20-12-2006 7 xPointer Macho 
Tucha B9T1 09-07-1997 17 Indeterminada Fêmea 
Janne B10T1 19-04-2011 3 Pastor Alemão Fêmea 
Bernardo B11 01-01-2007 8 Indeterminada Macho 
Ernesto B13T1 23-12-2006 9 Indeterminada Macho 
Quico B14T1 10-04-2011 4 Golden Retriever Macho 
Sheik B15 25-08-2007 8 Beagle Macho 
Murphy B16 23-11-2010 5 Retriever do Labrador Macho 
Swami B18 29-09-2004 11 Doberman Fêmea 
Igor B19 01-01-2007 9 Galgo Afegão Macho 
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Tabela 11: Dados resultantes da análise imunohistoquímica e o estádio da doença dos 20 
animais com linfoma. 
Nome Caso Imunohistoquímica Estádio 
Polly A1 Linfoma de células B Vb 
Junior A2 Linfoma de células T Vb 
Edwin A3 Linfoma de células B Vb 
Tobias A4T1 Não é linfoma de células B nem T Vb 
Caco B1 Linfoma de células B IVb 
Jaya B2T1 Linfoma de células B IVb 
Scar B3T1 Linfoma de células B Vb 
Mogli B5T1 Linfoma de células B IVb 
Bambi B6 Linfoma de células B IIa 
Bolota B7 Linfoma de células B Vb 
Deep B8T1 Linfoma de células B IVa 
Tucha B9T1 Linfoma de células B IVb 
Janne B10T1 Linfoma de células B IVb 
Bernardo B11 Linfoma de células B IVb 
Ernesto B13T1 Linfoma de células T IVb 
Quico B14T1 Linfoma de células B IVb 
Sheik B15 Linfoma de células T IVb 
Murphy B16 Linfoma de células B IVb 
Swami B18 Linfoma de células B Vb 
Igor B19 Linfoma de células B IVb 
 
2.1. Quantificação da proteína total 
A partir das amostras de linfonodos dos animais que fizeram parte do estudo, foram isoladas 
células primárias de linfoma canino, tendo sido conservadas em azoto líquido entre 5x106 e 
1x107 células por caso (tabela 12). 
Após o processo de extração da proteína total das células com o reagente RIPA foi necessário 
determinar a concentração do extrato proteico total dos casos clínicos, dos controlos e das 
linhas celulares (CLBL-1, Raji e 293), para que fosse colocado em cada um dos poços do gel de 
SDS-PAGE a mesma quantidade de proteína total (tabela 12). 
Uma vez que a quantificação efetuada através do método de Bradford em Nanodrop™ 2000c 
(Thermo Scientific) não apresentava muito rigor, foi necessário recorrer ao método de Bradford 
num leitor de placas. 
Além do mais, a quantidade de amostra em cada poço foi aumentada de 10 µg para 15 µg de 
forma a ampliar o sinal. 
Este método permite a determinação de proteínas totais, usando o corante “Coomassie brilliant 
blue” BG-250. Tendo sido elaborada uma curva de calibração que correlaciona a absorvância a 
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595 nm com a concentração de albumina bovina sérica, e que é depois aplicada na estimativa 
da concentração proteica (figura 7). 
 
Figura 7:Curva de Bradford utilizada na quantificação da proteína total. 
 
 
Na tabela 12 constam os valores de concentração do extrato proteico obtidos na quantificação, 
bem como o volume de amostra aplicado em cada um dos poços do gel de SDS-PAGE. 
 
Tabela 12: Quantificação da proteína total das CLBL-1, Raji, 293 e das células dos casos 
clínicos. 
Nome Caso Células1 Concentração do extrato (µg/µl) Volume utilizado2 (µl) 
Polly A1 1x10^7 1 15 
Junior A2 1x10^7 1,6 9,6 
Edwin A3 1x10^7 1,5 10 
Tobias A4T1 1x10^7 2,2 6,9 
Caco B1 1x10^7 2,2 6,9 
Jaya B2T1 1x10^7 2,3 6,5 
Scar B3T1 1x10^7 1,5 9,7 
Mogli B5T1 1x10^7 3,1 4,9 
Bambi B6 1x10^7 3 5 
Bolota B7 1x10^7 1,5 9,7 
Deep B8T1 1x10^7 3,5 4,3 
Tucha B9T1 1x10^7 1,9 8,1 
Janne B10T1 1x10^7 1,2 12,2 
Bernardo B11 1x10^7 3,1 4,8 
Ernesto B13T1 1x10^7 2,1 7,3 
Quico B14T1 1x10^7 1,3 11,8 
Sheik B15 5x10^6 1,8 8,5 
Murphy B16 5x10^6 1,5 10,2 
Swami B18 1x10^7 3,3 4,6 
Igor B19 1x10^7 2,8 5,3 
C1 Linfonodo 1x10^7 1,6 9,1 
C2 Linfonodo 1x10^7 1,9 7,9 
CLBL-1   4,4 3,4 
Raji   6,1 2,5 
293   5,2 2,9 
1(número de células presentes em cada uma das alíquotas) 
2(para obter 15 µg de amostra em cada poço) 


























3. Avaliação da expressão do CD20 
Dado que o teste do CD20 nas linhas celulares durante a otimização da técnica obteve os 
resultados pretendidos, foi possível analisar então a expressão de CD20 no produto final 
(proteína) das amostras dos casos clínicos, assim como dos controlos e das linhas celulares, 
tendo sido utilizada a técnica de Western Blot. 
Todavia, foi necessária uma otimização da quantificação da proteína, de forma a conseguir 
validar os resultados adquiridos. 
À semelhança dos resultados anteriores, o Western Blot evidencia uma elevada expressão de 
CD20 em células primárias de linfoma B do biobanco canino e em CLBL-1, ao apresentar 
bandas de 35 kDa bem evidentes em todos estes casos (figura 8). 
Também como esperado, a linha celular 293 e os casos de linfoma T e não B nem T 
praticamente não expressaram CD20 (figura 8C). 
No entanto, os controlos 1 e 2 (C1 e C2) expressaram CD20 (figura 8C), o que pode sugerir que 
estes animais não se encontravam totalmente saudáveis. Contudo, as amostras de linfonodos 
de animais saudáveis, e dos linfomas T e não B nem T também podem conter linfócitos B 
normais, porém a um nível menos significativo. 
Uma repetição do estudo com outras amostras de linfonodos de animais saudáveis, que sejam 
sujeitos a múltiplos exames de diagnóstico para despiste de patologias, seria proveitosa do 
ponto de vista experimental, tendo sido posteriormente utilizadas amostras de linfonodos de 
animais de um biotério de experimentação animal na tese de mestrado da Mariana Lopes e 
André Almeida. 
Realça-se ainda que foi possível proceder à validação dos resultados obtidos com a β-actina, 














Figura 8: Western Blot do extrato proteico total das células primárias de linfoma canino do 
biobanco, das amostras dos controlos 1 e 2 (C1 e C2), e das linhas celulares, de forma a 








4. Avaliação da expressão do CD19 
De seguida, foram retirados os anticorpos primário e secundário (stripping) das últimas 
membranas obtidas através de Western Blot, para proceder com a avaliação da expressão de 
CD19 no produto final (proteína) das células primárias de linfoma do biobanco canino. Dado que 
as concentrações de proteína determinadas na quantificação já tinham sido otimizadas e o 
anticorpo CD19 já tinha sido testado com sucesso nas linhas celulares no início do estudo. 
Os resultados apresentados na figura 9, não permitem tirar conclusões sobre a expressão do 
CD19 nas células dos casos clínicos, devido à inexistência da maior parte das bandas de 100 
kDa, que seria a massa molecular aproximada deste recetor. 
Após a obtenção destes resultados foi realizado um Western Blot, sem recorrer ao stripping de 
membranas, mas utilizando a mesma quantidade de proteína, onde se verifica também a 
ausência de bandas nítidas (figura 9D). 
Contudo, o anticorpo anti-CD19 selecionado reconhece as CLBL-1, que constitui uma linha 
estável, ao contrário das células dos casos clínicos. Uma vez que na linha estável o CD19 está 
provavelmente a ser mais expresso, sendo mais fácil de detetar com a diluição do anticorpo 
utilizada. Portanto, uma possível causa para o sucedido poderia estar relacionada com o 
anticorpo anti-CD19, tornando-se necessário no futuro procurar outros anticorpos que 
reconheçam o recetor CD19 canino nas amostras dos casos clínicos, e repetir novamente a 
experiência. Além disso, também seria importante otimizar a diluição futuramente para tentar 
















Figura 9: Western Blot do extrato proteico total das células primárias de linfoma canino do 
biobanco, das amostras dos controlos 1 e 2 (C1 e C2), e das linhas celulares, de forma a 







5. Soro policlonal do coelho 
Os anticorpos policlonais de coelho têm sido utilizados nas últimas décadas como fontes de 
anticorpos com várias aplicações a nível diagnóstico. Além disso, na última década, anticorpos 
de domínio único (sdAbs) derivados de coelho demonstraram também potencialidades a nível 
terapêutico (Aires et al., 2014; Rader et al., 2000). 
Ademais, a produção de soro policlonal de coelho que contenha anticorpos que reconhecem 
determinados antigénios tem sido de grande utilidade, permitindo de seguida a identificação das 
proteínas reconhecidas através da técnica de Western Blot (Surman et al., 1998). 
Portanto, com o objetivo de identificar e analisar outros recetores que estejam presentes no 
biobanco canino, e que possam ser utilizados no futuro como potenciais alvos no tratamento do 
linfoma B, foi utilizado um soro policlonal produzido através da imunização de coelhos com 
células do biobanco, nomeadamente B1 e B2. 
 
5.1. Teste do soro policlonal do coelho 
Primeiro o soro policlonal do coelho foi testado com a linha celular CLBL-1, de modo a otimizar 
as diluições e o número de lavagens necessárias para que fosse possível obter os resultados 
desejados. 
Assim sendo, a técnica de Western Blot foi aplicada para analisar o perfil proteico das células 
CLBL-1 detetado pelos anticorpos existentes no soro policlonal dos coelhos imunizados com 
células do biobanco. 
O gel de SDS-PAGE obtido após a eletroforese em gel de poliacrilamida foi corado com o 
Coomassie, que se liga às proteínas das células e adquire uma cor mais intensa conforme a 
quantidade de proteínas presente. 
Deste modo, a coloração de metade do gel com o Coomassie, permitiu observar o perfil 
proteico das CLBL-1, tendo sido utilizadas concentrações decrescentes do extrato proteico 
destas células, como demonstrado na figura 10. 
Por sua vez, os resultados do Western Blot expostos na figura 10, revelam a existência de 
várias bandas, sendo que as mais evidentes se encontram na ordem dos 25, 35, 63, 75 e 100 
kDa. Estas bandas podem corresponder a outros recetores para além do CD20 e CD19, que 








Figura 10: Gel do extrato proteico total das células CLBL-1 em concentrações decrescentes de 
20, 10, 5 e 2,5 μg corado com o Coomassie, à esquerda. Western Blot do extrato proteico total 
das células CLBL-1, à direita. 
 
Legenda: As setas correspondem às bandas na ordem dos 25, 35, 63, 75 e 100 kDa identificadas no 
Western Blot. 
 
5.2. Extração das CLBL-1 com o reagente Mem-PERTM Plus Membrane 
Tendo em conta, que os recetores das células podem estar localizados na membrana 
plasmática ou intracelularmente (recetores citoplasmáticos), e consequentemente podem atuar 
de forma diferente e apresentar funções distintas, torna-se pertinente o estudo diferenciado 
destes dois tipos de recetores. Sendo o objetivo final obter potenciais recetores que se 
encontrem na membrana e não intracelularmente. 
Assim, de forma a obter duas frações, uma citoplasmática e uma membranar, as células CLBL-
1 foram lisadas com o Mem-PERTM Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Scientific), 
permitindo a observação do perfil proteico de cada uma das frações separadamente após a 
realização do Western Blot. 
Na figura 11, correspondente ao gel de SDS-PAGE obtido por eletroforese e corado com o 
Coomassie, é possível verificar as diferenças entre a primeira fração, correspondente à 
citoplasmática, e a segunda fração, a membranar, sendo que a citoplasmática possui bandas 
mais evidentes relativamente à membranar. 
O perfil proteico total das CLBL-1 que foram lisadas com o reagente RIPA também se encontra 
representado na figura 11. 
Segundo o Western Blot evidenciado na figura 11, as bandas correspondentes à fração 
membranar são mais notórias e em maior quantidade, em comparação com as da fração 
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citoplasmática. Portanto, é possível constatar que um maior número de recetores membranares 
foi reconhecido pelo soro policlonal do coelho nas células CLBL-1. 
Além disso, a especificidade desta técnica é maior, dado que foi possível o isolamento das 
proteínas membranares. 
 
Figura 11: Gel do extrato proteico da 1º fração, 2º fração e total (RIPA) das células CLBL-1, 
corado com o Coomassie, à esquerda. Western Blot do extrato proteico da 1º fração, 2º fração e 




5.3. Deteção com o soro policlonal do coelho de potenciais alvos para 
imunoterapia 
Por último, foi realizada a avaliação de potenciais alvos para imunoterapia através da técnica de 
Western Blot, e deteção com o soro policlonal do coelho. De forma a identificar e analisar outros 
recetores que estejam presentes no biobanco canino, e que possam ser utilizados no futuro no 
tratamento do linfoma B. 
Uma vez que o soro policlonal de coelho já tinha sido testado no início do estudo com a linha 
celular CLBL-1, procedeu-se então à análise do perfil proteico das células primárias de linfoma 
dos casos clínicos. Deste modo, através de Western Blot, as proteínas destas células foram 
reconhecidas pelos anticorpos existentes no soro policlonal dos coelhos imunizados com 
células do biobanco, nomeadamente B1 e B2. 
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Cada um dos géis de SDS-PAGE obtidos após a eletroforese em gel de poliacrilamida foram 
corados com o Coomassie, de modo a revelar o perfil proteico das linhas celulares, das 
amostras dos casos clínicos e dos controlos 1 e 2 (C1 e C2) (figuras 12, 13 e 14). 
No que diz respeito aos resultados do Western Blot exibidos nas figuras 12, 13 e 14, consegue-
se examinar múltiplas bandas entre os 75 e 25 kDa, identificadas também no gel de SDS-PAGE 
corado com Coomassie. 
Desta forma, é possível concluir que o soro policlonal do coelho reconheceu proteínas no 
extrato proteico das células dos casos clínicos que podem representar outros recetores além do 
CD20 e CD19. Para identificar e caracterizar melhor estes potenciais recetores vários estudos 
estão a decorrer. 
 
Figura 12: Gel do extrato proteico total de algumas das células primárias de linfoma B canino do 
biobanco e das CLBL-1, corado com o Coomassie, à esquerda. Western Blot do extrato proteico 
total de algumas das células primárias de linfoma B canino do biobanco e das CLBL-1, com o 
soro policlonal do coelho, à direita. 
 













Figura 13: Gel do extrato proteico total das restantes células primárias de linfoma B canino do 
biobanco e das CLBL-1, corado com o Coomassie à esquerda. Western Blot do extrato proteico 
total das restantes células primárias de linfoma B canino do biobanco e das CLBL-1, com o soro 
policlonal do coelho, à direita. 
 




Figura 14: Gel do extrato proteico total das células de linfoma T, linfoma não B nem T, linfoma 
B, das amostras dos controlos 1 e 2 (C1 e C2), e das linhas celulares, corado com o 
Coomassie, à esquerda. Western Blot do extrato proteico total das células de linfoma T, linfoma 
não B nem T, linfoma B, das amostras dos controlos 1 e 2 (C1 e C2), e das linhas celulares, 
com o soro policlonal do coelho, à direita. 
 




Capítulo VI - Conclusão e Perspetivas Futuras 
 
Atualmente utiliza-se quimioterapia como forma de tratamento do linfoma B canino, mas a 
resistência aos fármacos anti-neoplásicos e a toxicidade inerente aos quimioterápicos, 
evidencia a necessidade de investigação de outras formas de tratamento, como a imunoterapia 
(Lage, 2008). 
Em medicina humana, o CD20 é considerado um alvo terapêutico de grande importância no 
tratamento do linfoma de células B, revelando-se igualmente essencial o estudo deste recetor 
nos cães (Ito et al., 2015; Plosker & Figgitt, 2003). 
O CD19 também se utiliza como alvo no tratamento do linfoma não-Hodgkin humano, embora 
não tenha a mesma relevância que o CD20 (Hekman et al., 1991). 
De forma, a avaliar a expressão destes dois recetores, o CD20 e o CD19, em células primárias 
de linfoma, e constatar se consistem em bons alvos de diagnóstico e de tratamento do linfoma 
B canino, foram analisadas amostras de linfonodos de 20 animais doentes e de 2 de controlo, 
sem linfoma. 
No final, os resultados obtidos por Western Blot permitiram validar o CD20 como alvo potencial 
para imunoterapia, pela elevada expressão deste recetor em células primárias de linfoma B do 
biobanco canino e em CLBL-1. Os resultados conseguidos estavam em concordância com o 
referido anteriormente por Kano et al. (2005) uma vez que através da análise de RT-PCR, se 
identificou a presença de mRNA do CD20 canino em amostras de linfonodos e de PBMCs de 
animais com linfoma de células B, mas não em linfomas de células T, nem em linfomas nem B 
nem T. O estudo realizado por Jubala et al. (2005), também confirma os resultados obtidos, 
visto que o anticorpo policlonal de coelho utilizado, o LV-anti-CD20, se ligou a linfócitos B mas 
não a linfócitos T de cães com linfoma, tendo igualmente reconhecido proteínas na ordem dos 
32 aos 36 kDa. Além disso, também o anticorpo 6C8 detetou uma proteína de 35 kDa, que 
corresponde ao recetor CD20, em células primárias de linfoma B canino através de Western 
Blot (Ito et al., 2015), à semelhança dos resultados adquiridos neste estudo. 
Dado que no linfoma não-Hodgkin humano, a expressão de CD20 também permanece 
homogeneamente elevada (von Schilling, 2003), podemos inferir que o cão no que respeita ao 
linfoma B é um bom modelo para o homem. 
A quantificação dos níveis de mRNA de CD20 por qRT-PCR que seria relevante para confirmar 
e correlacionar com os resultados de expressão proteica de CD20 obtidos foi realizada no 
seguimento deste estudo, sendo os resultados apresentados na tese de mestrado do André 
Almeida. 
Relativamente ao CD19, os resultados de Western Blot não permitiram concluir sobre a 
expressão deste recetor nas células dos casos clínicos. Assim sendo, futuramente devem ser 
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efetuadas mais experiências com outros anticorpos anti-CD19 que apresentem uma maior 
especificidade para o recetor no cão, de modo a que seja possível avaliar melhor a expressão 
desta proteína em situações de linfoma canino. 
Por último, foi utilizado o soro policlonal do coelho com o objetivo de avaliar potenciais alvos de 
imunoterapia. Tendo sido reconhecidas outras proteínas no extrato proteico das células dos 
casos clínicos, que podem corresponder a recetores potenciais. Portanto, como próximo passo 
será interessante realizar a análise dos recetores mais identificados no biobanco e inferir se 
poderiam ser usados como alvos terapêuticos ou como biomarcador / diagnóstico. 
Além disso, quando foi utilizado o reagente Mem-PERTM Plus Membrane para a lise das células 
CLBL-1 e extração da proteína das mesmas, a aplicação desta técnica permitiu aumentar a 
especificidade, dado que só se isola as proteínas membranares. Sendo assim, na continuação 
do estudo será interessante utilizar novamente este reagente na extração proteica das células 
primárias de linfoma canino, e observar o perfil proteico de cada uma das frações 
separadamente. Bem como, sequenciar e caraterizar de seguida os recetores membranares 
identificados através da técnica de Western Blot. 
Concluindo, os resultados obtidos neste estudo e a continuação da caraterização e validação 
da expressão de outros alvos, assim como a construção de bibliotecas de anticorpos que 
reconheçam estes recetores no cão e que promovam a depleção imunoterapêutica de linfócitos 
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